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目的：2011年秋に2回行ったウェビ
ナー以降のアップデート情報提供
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これやっているヒトです
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大学院講義でも利用しており、情報更新は頻繁に行ってい
ます。少人数のスタッフで100人規模の実験系受講生を私
が心穏やかに教えられるようにしています。内容はR中心
ですが、NGS関連キーワードでもよく引っかかるようです。
「はじめに」のところでも書いてありますが…
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講義風景(平成26年度)

この規模でLinuxを最初から教
えるのはアリエマセン。ウェブ
ツール系もかなり厳しいです。
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Googleのリストアップアルゴリズム
はよく分かりませんが、2011年秋の
イルミナウェビナーシリーズ第1回で
話した古い内容が上位にランクイン
している状況はいかがなものかと…
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目的：2011年秋に2回行ったウェビ
ナー以降のアップデート情報提供

Googleのリストアップアルゴリズム
はよく分かりませんが、2011年秋の
イルミナウェビナーシリーズ第1回で
話した古い内容が上位にランクイン
している状況はいかがなものかと…
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Googleのリストアップアルゴリズム
はよく分かりませんが、2011年秋の
イルミナウェビナーシリーズ第1回で
話した古い内容が上位にランクイン
している状況はいかがなものかと…

本ウェビナーのタイトル
通り、2011年秋以降の
更新情報提供が目的。
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イルミナのウェビナー情報をフル活用

本ウェビナーのタイトル
通り、2011年秋以降の
更新情報提供が目的。

http://www.illuminakk.co.jp/events/webinar_japan.ilmn

ウェビナーシリーズ第2回の
鈴木穣先生の分は2014年6
月にアップデートされている
のでそれ以外の情報を紹介。
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イルミナのウェビナー情報をフル活用
http://www.illuminakk.co.jp/events/webinar_japan.ilmn

2013年のRNA-seq関連ウェビナーもアッ
プデート情報といえる。例えば
2011/11/17に紹介したDDBJ Read 
Annotation Pipelineは、中村保一先生ら
による2013/05/08のウェビナーがあり。

本ウェビナーのタイトル
通り、2011年秋以降の
更新情報提供が目的。
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イルミナのウェビナー情報をフル活用
http://www.illuminakk.co.jp/events/webinar_japan.ilmn

本題と直接的な関係は
ありませんが、大変分か
りやすい統計の話もあり。
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お詫びと訂正
http://www.illuminakk.co.jp/document/pdf/webinar/2011_ILMN_RNA-Seq_Session3.pdf

イルミナウェビナーのウェブサイトか
ら得られるPDFファイル中には間違
いあり！スライド11の赤枠部分です。
もちろん悪意のないミスです（爆）
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お詫びと訂正

門田のウェブサイトで提
供しているPDFファイル
のほうは修正済みです。

http://www.iu.a.u-tokyo.ac.jp/~kadota/20111117_kadota.pdf
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お詫びと訂正
http://www.iu.a.u-tokyo.ac.jp/~kadota/20111117_kadota.pdf

門田提供のPDFファイル
で1年以上前のものは参
考程度にしてください。
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(Rで)塩基配列解析の情報をフル活用
http://www.iu.a.u-tokyo.ac.jp/~kadota/r_seq.html

門田の本務である大学院講義(90
分×18コマ=27時間分)スライドを含
め、2013年秋以降のPDFファイルを
簡単な解説つきで公開しています。
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(Rで)塩基配列解析の情報をフル活用

門田の本務である大学院講義(90
分×18コマ=27時間分)スライドを含
め、2013年秋以降のPDFファイルを
簡単な解説つきで公開しています。

R中心ですがトランスクリプトーム
データ解析を一通り学びたい人は…
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(Rで)塩基配列解析の情報をフル活用

科目名：ゲノム情報解析基礎
内容：Rの基礎。GC含量計算や
CpG解析、上流配列解析、Rの
バージョンの違いなど。
実施日：2014.04.09、2014.04.23、
2014.04.30

科目名：機能ゲノム学
内容：データ取得、正規化、クラ
スタリング、発現変動解析、多重
比較問題、機能解析など。
実施日：2014.05.14、2014.05.21、
2014.05.28、2014.06.04

科目名：農学生命情報科学特論I
内容：公共DB、チェックサム、QC、
前処理、k-mer、アセンブリ、マッ
ピング、RPKM、発現変動など。
実施日：2014.06.18、2014.06.25、
2014.07.02

これら3科目の講義資料
を順番にみていくとよい
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(Rで)塩基配列解析の情報をフル活用

科目名：ゲノム情報解析基礎
内容：Rの基礎。GC含量計算や
CpG解析、上流配列解析、Rの
バージョンの違いなど。
実施日：2014.04.09、2014.04.23、
2014.04.30

科目名：機能ゲノム学
内容：データ取得、正規化、クラ
スタリング、発現変動解析、多重
比較問題、機能解析など。
実施日：2014.05.14、2014.05.21、
2014.05.28、2014.06.04

科目名：農学生命情報科学特論I
内容：公共DB、チェックサム、QC、
前処理、k-mer、アセンブリ、マッ
ピング、RPKM、発現変動など。
実施日：2014.06.18、2014.06.25、
2014.07.02

「ゲノム情報解析基礎」
の講義資料はこちら
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RNA-seq基本イメージのおさらい
 真の転写物情報：ある遺伝子領域中に既知転写物は2つ、未知転写物も1つ!

 真の発現情報：既知転写物1（高発現）、既知転写物2（低発現）、未知転写物（中発現）
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遺伝子領域

既知転写物1

既知転写物2

exon1 exon2 exon3

未知転写物

RNA-seqで得られるリード情報
（色は不明；single-endの場合）

真の転写物情報 真の発現情報

高発現

低発現

中発現

どの転写物由来か分からない塩基配列情報のみがRNA-seqによって得られる。
これをもとに真の転写物情報や発現情報を得るのがRNA-seqデータ解析の目的



おさらい（RNA-seqの主な目的1）
 RNA-seqデータのみしか手元にない場合： トランスクリプトーム配列取得
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ターゲットサンプル中でそれほど発現し
ていない転写物はアセンブルできない

>contig1 (既知転写物1)

>contig2 (未知転写物)

入力：RNA-seqファイル

出力：FASTAファイル

de novo 
transcriptome 
assembly

通常はpaired-end

通常はFASTQファイル



おさらい（RNA-seqの主な目的2）
 リファレンスとしてゲノム配列が利用可能な場合：新規転写物の同定
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入力1：RNA-seqファイル

入力2：ゲノム配列

マッピング

既知転写物1

既知転写物2

exon1 exon2 exon3

（入力3：アノテーション情報、
既知遺伝子座標情報）

ジャンクションリード
もマッピング可能

通常はFASTQファイル

リファレンス配列を利用す
ることで低発現転写物の

遺伝子構造推定がde novo 
assemblyに比べて容易に



おさらい（RNA-seqの主な目的2）
 リファレンスとしてゲノム配列が利用可能な場合：新規転写物の同定
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入力1：RNA-seqファイル

入力2：ゲノム配列

マッピング

既知転写物1

既知転写物2

exon1 exon2 exon3

（入力3：アノテーション情報、
既知遺伝子座標情報）

ジャンクションリード
もマッピング可能

通常はFASTQファイル

リファレンス配列を利用す
ることで低発現転写物の

遺伝子構造推定がde novo 
assemblyに比べて容易に



おさらい（RNA-seqの主な目的2）
 リファレンスとしてゲノム配列が利用可能な場合：新規転写物の同定
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入力1：RNA-seqファイル

入力2：ゲノム配列

マッピング

既知転写物1

既知転写物2

exon1 exon2 exon3

（入力3：アノテーション情報、
既知遺伝子座標情報）

ジャンクションリード
もマッピング可能

未知転写物?!

通常はFASTQファイル
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トランスクリプトーム解析技術の進展(Wet)
 マイクロアレイの進展

 3’発現アレイ（2001年頃）

 プローブが転写物の3’側に偏っていた（EST解析やcDNAプロジェクトの時代）

 これまで蓄積された情報との比較が可能（未だに利用される所以）

 エクソンアレイ（2007年頃）

 モデル生物のエクソン領域を網羅的にカバー（例：GPL5188）

 エクソンアレイデータを取り扱うバイオインフォマティシャンはそこそこいた

 ヒトトランスクリプトームアレイ（2013年発売）

 Long non-coding RNA (lncRNA)やイントロン領域のプローブも搭載

 GSE54143 (Wang et al., Science, 344: 310-313, 2014)
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マイクロアレイも進展している。ただし解像度の高い
トランスクリプトームアレイはヒト用のみ。モデル生物、
非モデル生物を問わずに適用可能という点が多くの
研究者がRNA-seqに移行している所以であろう。

「シリーズ Useful R 第7巻 トランスクリプトーム解析」の§1.2.2



トランスクリプトーム解析技術の進展(Wet)
 RNA-seqの進展

 Illumina (short-read  medium-read)

 MiSeq：15Gb | 25M (2,500万リード) | 300bp×2

 NextSeq 500：120Gb | 400M (4億リード) | 150bp×2

 HiSeq 2500：1,000Gb | 4B (40億リード) | 125bp×2、Rapidモードで250bp×2が可能?!

 Pacific Biosciences (long-read)

 PacBio RS II：リード数そこそこで10,000bp程度読める（詳細なスペックは不明）

 ERP003225 (Sharon et al., Nat Biotechnol., 2013)：48万 circular-consensus (CCS)リード | 
1,000bp

 SRP036136 (Tilgner et al., PNAS, 2014)：70万CCSリード | 1,200bp
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de novo transcriptome assembly周辺で四苦八苦する時代は
そろそろ終焉。パーソナルトランスクリプトームの時代へ。



de novo transcriptome assembly
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プログラムやガイドラインもいくつかあり
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トランスクリプトーム解析技術の進展(Dry)
 遺伝子構造推定（ゲノム配列を利用）

 概要

 Paired-endリードのゲノムへのマッピング結果を入力として、転写される領域
（遺伝子構造）を推定

 新規転写物（isoformsやsplice variants）の同定、転写物配列取得と同義

 多くのプログラムは、遺伝子レベルや転写物レベルの発現量まで出力

 手段

 複数サンプルデータの利用が基本

 ドラフトゲノムでも適用可能なもの、アノテーションファイルなしで遺伝子構造
推定を行うもの(de novo reconstruction)など多数存在

 評価基準

 既知転写物をどれだけ多く同定できるか？

 既知の偽遺伝子(pseudogenes)をどれだけレポートしないか？

 未知転写物の中にどれだけ偽陽性(false positives)が含まれないか？
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代表的なTophat-Cufflinksパイプライン以外にもいろいろ試してみるとよいのでは…



トランスクリプトーム解析技術の進展(Dry)
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ざっと調べただけでも30種類以上あります
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ここで示しているのは基本的にマッピングから遺
伝子構造推定までの一連のパイプライン。内部
的にどのマッピングプログラムを用いるかによっ
て、さらに多数の組合せが原理的に可能。例え
ば、Tophat-Cufflinksパイプラインは、Tophatとい
うジャンクションリードをマッピングできるプログラ
ム出力結果を用いてCufflinksというアルゴリズム
で遺伝子構造推定を行うものという理解でよい。



トランスクリプトーム解析技術の進展(Dry)
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GeneScissors (Zhang et al., Bioinformatics, 2013)

例えばMapSplice実行結果をCufflinksの入力として
与えるとMapSplice-Cufflinksパイプラインとなります

exon1 exon2 exon3

exon1 exon2 exon3

basic aligner (unspliced aligner) 

splice-aware aligner (spliced aligner) 

genome

genome



トランスクリプトーム解析技術の進展(Dry)
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FineSpliceは内部的にTopHat2を利用してsplice 
junction同定精度を向上させたもののようです



35Jul 22 2014

spliceR (Vitting-Seerup et al., BMC Bioinformatics, 2014)のFig. 2

Cufflinksなどの遺伝子構造推定結果
を入力として、Alternative Splicingの
分類を行うRパッケージもあります
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トランスクリプトーム解析技術の進展(Dry)
 データ解析手段（ウェブツール、Linux、R）

 DDBJパイプライン

 Maser

 BaseSpace

 …
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http://www.illuminakk.co.jp/events/webinar_japan.ilmn

これらのウェブツールを利用することで、Tophat-Cufflinksなどのメジャー
なパイプラインをLinux-free (Linuxを用いずに、という意味)で利用可能。
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Cufflinks (Trapnell et al., 2010)以外に
も多くのプログラムが開発されており、
それらのほとんどがLinux上で動作。
→ Linuxをマスターする意義
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トランスクリプトーム解析技術の進展(Dry)
 転写物の発現量推定（トランスクリプトーム配列を利用）

 概要(2013年の論文までのトレンド)

 ゲノム配列ではなくトランスクリプトーム配列にマップし、転写物ごとの発現量を推定

 手段

 Tophat2などのsplice-aware alignerではなく、bowtie2などのbasic alignerを用いる
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遺伝子領域

既知転写物1

既知転写物2

exon1 exon2 exon3

basic aligner (unspliced aligner) 

既知転写物2

既知転写物1

リファレンスがトランスクリプトーム配列なのでジャ
ンクションリードかどうかは無関係。ただし、shared 
exon由来リードが複数転写物にマップされるので、
その情報をできるだけ保持する必要がある。



トランスクリプトーム解析技術の進展(Dry)
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転写物配列（またはアノテーション）情報は
日々更新されている。新規isoformが同定さ
れるたびにマッピングをやり直さなくてもいい
ように、差分のみを取り扱うことでisoformレ
ベルの発現量再推定を実行可能な時代に。



トランスクリプトーム解析技術の進展(Dry)
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トランスクリプトーム配列へのマッピングは
ゲノムに比べて早いことは間違いないが、
マッピング自体が律速であることは変わり
ない。最近はk-merに基づくalignment-free
な定量法が注目されはじめている。



トランスクリプトーム解析技術の進展(Dry)
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これまでほぼ丸一日かかっていた計算
が数分で完了する時代になりつつある。
1 day = 60*60*24 = 86,400 seconds

Zhang and Wang, Bioinformatics, 
2014のTable 3



トランスクリプトーム解析技術の進展(Dry)
 RNA-Skim (Zhang and Wang, Bioinformatics, 2014)

 概要

 Preparationステージ：転写物集合を特定のk-mer (sig-mer)からなる小さなクラスターに
分割。Sailfishは全てのk-merを利用するのに対して、RNA-Skimではそのクラスター中
にのみ存在するk-merをsig-merとして利用。

 Quantificationステージ：RNA-seq中のsig-merをカウント。（複数個所にマップされるリー
ドに相当する）クラスター中の複数転写物で共有されるsig-merはもちろん存在するが、
それらの割り振り問題はクラスター内で完結。
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Preparationステージは予め計算しておけるため、新たなRNA-
seqサンプルの定量化も高速に実行可能。ただし、現状では
ReExpress (Roberts et al., 2013)のようなリファレンス配列の
アップデートに対応する仕様にはなっていない。おそらく今後、
新規isoformなどが得られた場合に差分のみPreparationス
テージで再計算するような改良版が出てくるのであろう。

参考

k-merとは、k塩基からなる部分配列のこと。ヒトゲノム中にCpGという2連続塩基が期
待値よりも非常に低いことを調べる2連続塩基の出現頻度解析はk=2の場合のk-mer
を利用した解析に相当。詳細は、20140423および20140625の講義資料を参照のこと。
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トランスクリプトーム解析技術の進展(Dry)
 発現変動解析（Rパッケージを利用）

 入力：カウントデータ

 遺伝子発現行列のような数値行列

 整数値からなる遺伝子領域上にマップされたリード数

 出力：発現変動遺伝子リスト（p-valueやq-value）やM-A plot
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入力：カウントデータ

出力：M-A plot

発現変動
解析

G1群 G2群

比較するグループ間(例：G1群 対 G2群)で発現に違いのある遺伝子
(Differentially Expressed Genes; DEGs)の検定結果をレポート



トランスクリプトーム解析技術の進展(Dry)
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最も有名なのはedgeRとDESeqだが、
それぞれアップデート版があります。

我々はTCCを提供



トランスクリプトーム解析技術の進展(Dry)
 TCC (Sun et al., BMC Bioinformatics, 2013)

 TCCは内部的に既存パッケージ（edgeR, DESeq, and baySeq)中の関数を利用。既
存パッケージ中のオリジナルの手順を繰り返し実行することで、データ正規化精度
向上を実現。オリジナルの手順のみの場合に比べてより感度・特異度の高いDEG
検出結果を得ることができる。

 TCC原著論文中では、edgeR, DESeq, baySeqパッケージ中の関数を自在に組み合
わせて実行し、2群間比較の場合のみで性能評価している。推奨は以下の通り：

 Biological replicatesありの場合：edgeR中の関数のみからなるiDEGES/edgeR正規化法

 Biological replicatesなしの場合：DESeq中の関数のみからなるiDEGES/DESeq正規化法

 実質的には、より頑健なiterative edgeRやiterative DESeqを簡単に実行できるパッ
ケージがTCCという理解で差支えない。

 2013年7月の論文publish以降も継続的にアップデートしています

 多群間比較やpaired dataへの対応など、解析可能な実験デザインを拡張

 DESeq2対応もほぼ完了

 サンプル間クラスタリング用関数やマイクロアレイデータ用組織特異的発現パターン検
出法ROKUの実装

 ドキュメントが充実（TCC ver. 1.4.0で74ページに!）
48Jul 22 2014

compcodeRによる性能評価
でもTCCの優位性を確認済
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…

http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/TCC.html

参考
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 トランスクリプトーム解析技術の進展と展望
 Wet側

 マイクロアレイ：3’発現アレイ  エクソンアレイ  トランスクリプトームアレイ

 RNA-seq：Illumina short-readとPacBio long-read

 Dry側

 遺伝子構造推定（ゲノム配列を利用）

 データ解析手段（ウェブツール、Linux、R）

 転写物の発現量推定（トランスクリプトーム配列を利用）

 発現変動解析（Rパッケージを利用）
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トランスクリプトーム解析分野の最新状況を概観(したつもり)。高
解像度化、高速化、高精度化、簡便化、…。進展が早すぎて半年
後には違うことを言っているかもしれません。あしからずm(_ _)m
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TbT正規化法(Kadota et al., 2012)の概要
 TCCパッケージに実装している基本コンセプトの原著論文

 本来の目的である発現変動遺伝子(DEG)自体がデータ正規化時に悪影響を与えるのでDEG
候補を除去して正規化を行うほうがよいこと(DEG Elimination Strategy)を提唱した論文。既存
の正規化法は、比較するグループ間でDEG数に偏りがない(unbiased DE)場合にはうまく正規
化できるが、偏りがある場合(biased DE)にはうまく正規化できないことを示した。

 TbT法の実体は、①edgeRパッケージ中のTMM正規化法実行、②baySeqパッケージ中のDEG
検出法実行、および③DEG候補を除去した残りのnon-DEG候補のみを用いたTMM正規化法
実行、の3ステップを基本とするTMM-baySeq-TMMパイプライン。出力は正規化後の結果（正
確には正規化係数）なので、TbT正規化後に任意のDEG検出法を適用することで一連の発現
変動解析が終了することになる。例えばTbT正規化法実行後にedgeR中のDEG検出法を適用
する一連の手順はTMM-baySeq-TMM-edgeRに相当し、原著論文中ではedgeR/TbTと略記し
ている。論文中ではTbTにした理由を論理的に書いたが、本音は”ToT”に近いものということ
でTMMとbaySeqを採用。

 提案したマルチステップの正規化パイプラインは、第2および第3ステップを繰り返して実行す
ることでより頑健な正規化を実現可能であることも示している。これが図3で説明している
iterative TbT approachに相当するものであり、TMM-(baySeq-TMM)nとも表現できる。例えば
iterative TbT正規化法実行後にedgeR中のDEG検出法を適用する一連の手順はTMM-
(baySeq-TMM)n-edgeRに相当する。n = 0の場合はTMM-edgeRとなり、これはedgeRパッケー
ジ中のオリジナルの手順と同じである。
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参考



TCC (Sun et al., 2013)の概要
 TbT論文の考え方を一般化し、Rパッケージとしてまとめたという論文

 TbTはDEG Elimination Strategy (DEGES；でげす)に基づく一つの正規化パイプラインにすぎ
ないこと、第2ステップのbaySeqによるDEG同定ステップが律速であり高速化が課題であった
こと、そして各ステップにおいて他の方法が原理的に適用可能であることなどを述べている。

 第2ステップのDEG同定法をedgeR中のものに置き換えると、TMM-edgeR-TMMという正規化
パイプラインになる。これは、全てedgeRパッケージ中の関数のみで成立するため、
DEGES/edgeRと略記している。また、DEGES正規化後にedgeR中のDEG同定法を適用する一
連の解析手順は「DEGES/edgeR-edgeR」または「TMM-edgeR-TMM-edgeR」と表記できる。こ
れは実質的にedgeRパッケージ中のオリジナルの解析手順を2回繰り返して行っていることと
同義である（ただし、第3ステップのTMMは検出されたDEG候補以外のデータで実行される）。
それが、実質的に「TCCは例えばiterative edgeRという理解でよい」と主張する根拠である。

 TbT論文中で言及したiterative TbTに相当するものは、この論文中ではiterative DEGES (略
してiDEGES)と称している。例えば、 「iDEGES/edgeR-edgeR」はTMM-(edgeR-TMM)n-edgeR
に相当する。n=1は「DEGES/edgeR-edgeR」に相当する。nが2以上の場合がiDEGESに相当す
るが、nの数を増やしてもその分計算コストがかかる一方で、実質的にn=3程度で頭打ちにな
ることを論文中で示している。それゆえ、iterative DEGESのデフォルトはn=3としている。
compcodeR (Soneson, C., Bioinformatics, 2014)中でもデフォルトはそうなっている。
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参考



DEGESって何デゲス？
 概念図
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potential 

non-DEGs

potential 

DEGs

iteration ?

YES

NO

～ アラフォー達の略称に関する議論 ～
門田：「DESで行くデス」
西山：「DEGESはいかが？」
門田：「面白くないので却下！」
西山：「左様デゲスか…DEGESって何デゲス？」
門田：「採用！」

RNA-seqなどから得られるタ
グカウントデータの正規化を
multi-stepで行う概念の総称

正規化 DEG検出 正規化 DEG同定を正確に行うのが正規化の目
的の一つではあるが、正規化時にDEG
の存在自体がDEGとして同定されるのを
阻むことがわかった（自爆テロ）。それゆ
え、正規化時にDEGの検出を行って、
non-DEGのみ利用するのがポイント

参考



DEGESって何デゲス？
 DEGESのstep1-3で内部的に用いる方法は実用上なんでも?!よい

 TbT正規化法（Kadota et al., AMB, 2012）

 TMM-baySeq-TMMパイプライン

 step2でbaySeqパッケージ中のDEG同定法（経験ベイズ）を利用しているため遅い…

 Iterative TbT（step2-3を繰り返してより頑健な正規化係数を得る）は非現実的

 iDEGES/edgeR正規化法 (Sun et al., BMC Bioinformacis, 2013)

 TMM-(edgeR-TMM)nパイプライン

 Step2でedgeRパッケージ中のDEG同定法（exact test）を利用しているため速い!

 DEGESをiterativeに行う頑健なiDEGES（愛デゲス）パイプラインを利用可能
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TMM baySeq iteration ?TMM

YES
NO

STEP 1 STEP 2 STEP 3

TMM edgeR iteration ?TMM

YES
NO

正規化 DEG検出 正規化

○

×

TCCパッケージに実装済み

参考



どういうデータのときに有効デゲスか？
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 仮想データ（10,000 genes×6 samples）
 2,000 DEGs (20%がDEG)

 Group1 (G1)で高発現：gene1~1000 (50%)

 Group2 (G2)で高発現：gene1001~2000 (50%)

 1,000 DEGs (10%がDEG)

 Group1 (G1)で高発現：gene1~500 (50%)

 Group2 (G2)で高発現：gene501~1000 (50%)

 500 DEGs (5%がDEG)

 Group1 (G1)で高発現：gene1~250 (50%)

 Group2 (G2)で高発現：gene251~500 (50%)

G1

3 replicates

G2

3 replicates

DEG数のGroup間での偏りがない場合、TMM正規化法
とDEGES系正規化法の理論上の性能は互角デゲス。

参考



どういうデータのときに有効デゲスか？
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 仮想データ（10,000 genes×6 samples）
 2,000 DEGs (20%がDEG)

 Group1 (G1)で高発現：gene1~1800 (90%)

 Group2 (G2)で高発現：gene1801~2000 (10%)

 1,500 DEGs (15%がDEG)

 Group1 (G1)で高発現：gene1~900 (60%)

 Group2 (G2)で高発現：gene901~1500 (40%)

 1,000 DEGs (10%がDEG)

 Group1 (G1)で高発現：gene1~200 (20%)

 Group2 (G2)で高発現：gene201~1000 (80%)

G1

3 replicates

G2

3 replicates

DEGES系正規化法は、DEG数のGroup間
での偏りが大きいほど有効なんデゲス！

参考Kadota et al., AMB, 7: 5, 2012のFig.1
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よりよい方法とは？
 その方法を用いて発現変動の度合いでランキングしたときに、真の発現

変動遺伝子（DEG）がより上位にランキングされる（感度・特異度高い）

Area Under the ROC Curve (ROC曲線の下部面積：AUC)

バイオインフォマティクス分野でよく用いられる評価基準です

83.3%66.7%

方法1 方法2

参考



AUC値の比較結果
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「Soneson and Delorenzi, BMC Bioinformatics, 14: 91, 2013」のFig.1D

10 vs.105 vs.52 vs.2

シミュレーション条件：G1 vs. G2

全遺伝子数：12500

発現変動遺伝子(DEG)数：4000

G1で高発現：2000

G2で高発現：2000

unbiased DE situation

反復実験数を増やすほど精度は上がる

（これが言いたいわけではない…）

G1

2反復
G2

2反復
G1

10反復
G2

10反復

参考



AUC値の比較結果
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「Soneson and Delorenzi, BMC Bioinformatics, 14: 91, 2013」のFig.1C

10 vs.105 vs.5

シミュレーション条件：G1 vs. G2

全遺伝子数：12500

発現変動遺伝子(DEG)数：4000

G1で高発現：4000

G2で高発現：0

biased DE situation

グループ（群）間でDEG数の組成に偏り
があると精度が大幅に低下する

理由：データ正規化法がDEG数の組成
に偏りがないことを想定しているため

G1

2反復
G2

2反復
G1

10反復
G2

10反復

2 vs.2

参考



AUC値の比較結果
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3反復 vs. 3反復

unbiased DE

biased DE

edgeR

90.84%

edgeR

82.95%

SAMseq

87.19%

SAMseq

84.40%

偏りのないデータのときはedgeRがよい
偏りのあるデータのときはSAMseqがよい
→ 偏りの有無に関係なくTCCでよい
ただしこの結果はTCCパッケージ中のシ
ミュレーションデータを用いた評価結果。

TCC

90.83%

TCC

89.92%

Soneson and Delorenzi, BMC Bioinformatics, 14: 91, 2013

Sun et al., BMC Bioinformatics, 14: 219, 2013

参考



compcodeR
 compcodeR：発現変動解析用パッケージ群の性能評価用パッケージ

 DESeq, DESeq2, SAMseq, edgeR, TCCなどが実装されている

 TCCパッケージ同様、シミュレーションデータ作成用関数やAUCを含む様々な
尺度での性能評価が可能

 自作の方法を組み込んで評価することも可能

 他分野の似たようなものとしては…

 Affycompシリーズ：Affymetrixマイクロアレイデータ前処理法の性能評価

 Assemblathon 2やGAGE：de novo assemblyの性能評価
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主に開発者向けのパッケージという位置づけではあ
るが、オリジナルパッケージ中の生のコードも見られ
るので、エンドユーザにとってもプログラムを正しい手
順で実行できているかの検証用としても有用かも…。

Soneson C., Bioinformatics, June 12, 2014



compcodeR (AUCでの評価結果)
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Soneson C., Bioinformatics, June 12, 2014

5反復 vs. 5反復

unbiased DE

低 ← 感度・特異度 →高

TCCの理論性能通り、compcodeRパッケージで比較して
もunbiased DE条件下では、edgeRと同程度のAUC値

「Soneson and Delorenzi, BMC 

Bioinformatics, 14: 91, 2013」の
Fig.1Dと同じシミュレーション条件



compcodeR (AUCでの評価結果)
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Soneson C., Bioinformatics, June 12, 2014

5反復 vs. 5反復
低 ← 感度・特異度 →高

シミュレーションデータ生成条件などの違いによるのかもしれ
ないが、compcodeRパッケージで比較した場合のbiased 

DE条件下では、TCCはSAMseqに比べて劣る。しかし、
edgeRやDESeqのオリジナルの手順よりも、iterative 

edgeRやiterative DESeqに相当するTCCのほうが優れてい
ることはcompcodeRパッケージでの性能評価でも示された。

「Soneson and Delorenzi, BMC 

Bioinformatics, 14: 91, 2013」の
Fig.1Cと同じシミュレーション条件

biased DE


